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論文内容の要旨 
 
背景、目的 
 植物組織の内外には植物から栄養源を供給されながら様々な細菌が生息している。それらの中には植物病
原細菌、植物に対して害や利益をもたらさない細菌、植物にとって有益な細菌がいる。本論文では、これら
の植物に生息する細菌を植物共生細菌（Plant-associated bacteria）と呼ぶこととする。植物共生細菌には系統
学的に Proteobacteria 門やActinobacteria 門が多いことが分かっている。植物共生細菌が地球上の物質循環に関
わる例として水田から放出されるメタンを酸化するメタン酸化細菌がある。植物共生細菌の群集構造を変化
させる因子として植物種、植物個体の生息場所、窒素栄養などが知られているが、その全体像を明らかにす
るためには、メタゲノム解析やメタプロテオーム解析などオミクス解析が有効であると期待されている。 
Methylobacterium 属細菌は alpha-Proteobacteria に属し、カロチノイドを生産しそのコロニーはピンク色を呈
する。また、Methylobacterium 属細菌は糖や有機酸に加えてメタノール等のC1化合物を炭素源として利用で
きる通性メチロトロフで、多様な表現型を示す普遍的な植物共生細菌である。Methylobacterium属細菌は植物
のペクチン代謝の副産物として放出されるメタノールを利用していると考えられている。また、植物の生育
促進や病害抵抗性を誘導する株も見出されており、その応用も期待されている。 
本研究では、植物に普遍的に生息しているMethylobacterium 属細菌群集を対象とし、その群集構造に影響
を与える因子と機能をメタゲノム解析により明らかにすることを目的とした。 
 
1. ダイズとイネのMethylobacterium 属細菌群集の比較 
植物由来の Methylobacterium 属細菌株の 16S rRNA 配列にもとづいた系統樹を作成したところ、
Methylobacterium 属細菌を系統学的に Group I、II、III の 3 つに分けられた。鹿島台圃場で栽培したダイズの
茎に生息する細菌のDNA を抽出し DNA 配列を次世代シークエンサーにより解読しMG-RAST により属レベ
ルの相対存在比を調べたところ、Methylobacterium 属細菌が最も高く約 33%占めていた。同じ鹿島台圃場で
栽培したイネ地上部の共生細菌のメタゲノム解析データも含めて、ダイズとイネで上記の Group ごとの相対
存在量を比較したところ、両植物で異なったプロファイルが得られた。ダイズでは Group I が約 87 %と高く、
イネではGroup I が約 24 %と低く、Group II が約 29 %、Group III が約 18 %を占めていた。 
 
2. Methylobacterium sp. AMS5 株の植物接種と全ゲノム配列の決定 
Group I の Methylobacterium 属細菌の植物への colonization を明らかにするために、ダイズから分離された
Methylobacterium sp. AMS5（Group I）と生化学研究の標準株M. extorquens AM1（Group I）のGUS 標識菌株を
ミヤコグサに接種し colonization を観察した。Methylobacterium 属細菌の植物共生遺伝子とグループ特異的遺
伝子の探索に使用するためにMethylobacterium sp. AMS5 の全ゲノム配列を決定した。その結果AMS5 はミヤ
コグサの本葉、子葉、茎、根粒に強い colonization を起こしたが、M. extorquens AM1 は子葉およびその周辺
の茎に微弱な colonization を示した。したがって、AMS5 は AM1 よりもミヤコグサに対する colonization の能
力が高いと考えられた。また、AMS5 のクロモソームの DNA 配列には近縁菌のゲノムと似ている領域が多
かったが、3種類のプラスミドは AMS5 に特異的であった。 
 
3. Methylobacterium 属細菌の植物共生遺伝子とグループ特異的遺伝子の探索 
Group I の Methylobacterium 属細菌が植物共生に重要な遺伝子の保有状況を検討した。全ゲノム配列が決定
しているGroup I 植物由来 3 菌株と植物非由来 3菌株についてCD-HIT を用いてアミノ酸レベルの比較を行い、
植物由来の菌株のみが共通して持つ遺伝子から colonization 能力に関連した遺伝子候補を探索した。その結果、
表面吸着に重要な curli 線毛遺伝子、鉄分や糖の吸収に関わる tonB 遺伝子、表面移動に重要な pilT 遺伝子、
細胞壁の分解に必要な Xylose isomerase 遺伝子を見出した。これらの遺伝子が Group I の植物由来
Methylobacterium 属細菌の植物 colonizationに役立っている可能性が考えられる。 
次に、Methylobacterium 属細菌の各 Group に特異的な遺伝子を抽出した。全ゲノム配列が決定している 11
菌株（Group I、II、III）の遺伝子のアミノ酸配列を上記と同様に CD-HIT を用いて解析した。その結果、
Group I はメチルアミン代謝を行うN-methyl glutamate (NMG) 経路の遺伝子や尿素代謝に関わる遺伝子を特異
的に持っていた。今までメチルアミン代謝を担っていると考えられてきたmethylamine dehydrogenase (MaDH) 
に代わって、NMG 経路が主要なメチルアミン代謝であることが近年報告されている。Group II は cbb3-type 
cytochrome c oxidase を特異的に、Group IIIはユニークなギ酸デヒドロゲナーゼ(fdh5)遺伝子を特異的に保持し
ていた。 
メチルアミン代謝は C1 化合物代謝の一つであることから、Methylobacterium 属細菌の主要なメタノール代
謝系である H4MPT 経路も調べた。Group I は NMG 経路の遺伝子を全て持っているのに対して、Group II、
III の菌株の多くはNMG 経路のNMG dehydrogenase (mgd)遺伝子を欠いていた。一方、Group I、II、IIIのほと
んどは H4MPT 経路の遺伝子群が存在した。したがって、Group I はメチルアミンとメタノールを C1 炭素源
として利用できるが Group II、III の菌株の多くはメタノール資化能があるが、メチルアミンを利用できない
と考えられた。 
 
4. メチルアミン代謝能とMethylobacterium 属細菌の群集構造 
特定した Group 特異的な遺伝子がダイズの Methylobacterium 属細菌の群集構造にどのような影響を与えて
いるか調べるために、Methylobacterium 属細菌の Group I 特異的な urea carboxylase 遺伝子、NMG 経路の遺伝
子、H4MPT 経路の遺伝子と、Group II 特異的な cbb3-type cytochrome c oxidase 遺伝子と Group III 特異的な
fdh5 遺伝子について、ダイズとイネのメタゲノム中の相対存在量を比較した。その結果、ダイズとイネの間
で urea carboxylase の相対存在量では明らかな違いはなかった。しかし、イネの cbb3-type cytochrome c oxidase
遺伝子や fdh5 遺伝子の相対存在量はダイズよりも多く、Group II、III の存在量と相関していると考えられた。
また、NMG 経路の遺伝子の相対存在量はイネよりダイズで多く、特に NMG dehydrogenase の subunit 遺伝子
の多くはイネで検出されなかった。一方H4MPT pathway の遺伝子はダイズとイネで十分量存在していた。な
お、methylamine dehydrogenase (MaDH)の遺伝子は全く見いだされなかったので、ダイズに生息している
Methylobacterium 属細菌の主要なメチルアミン代謝系は、NMG経路であることが明らかとなった。 
 次に、Methylobacterium 属細菌の標準株でメチルアミンまたはメタノール添加 AMS 最小培地における生育
を調べたところ、Group I は両者の炭素源で生育したが、Group III はメタノールのみで生育し、メチルアミン
では生育しなかった。この結果は、C1 化合物代謝遺伝子の上記の結果と一致した。過去にイネから分離され
た Methylobacterium 属細菌 11 菌株（Group III）も調べたところ、メチルアミン添加培地では生育しなかった。
また、ダイズの茎および葉からのピンク色のコロニ (ーMethylobacterium 属細菌)を係数したところ、メチルア
ミンとメタノール添加 AMS 最小培地で得られた計数値が両培地で同じレベルであった。以上の三つの結果
より、メチルアミンを炭素源として利用できるGroup I のMethylobacterium 属細菌が、ダイズでイネよりも圧
倒的に多くなっていると考えられた。また、イネではメチルアミンよりもメタノールが主要な炭素源である
ためにメチルアミンを利用できないがメタノール利用できる Group III と Group I が同程度存在していると予
測された。本結果より、植物から供給される炭素源が植物共生細菌の群集構造を規定している可能性を示唆
しており、代謝多様性を持った Methylobacterium 属細菌の Group 毎のメタゲノム解析が、ダイズとイネに生
息しているMethylobacterium 属細菌の生態解明に有効であると考えられた。 
論文審査結果の要旨 
 
様々な環境で検出される Methylobacterium 属細菌は、種々の糖・有機酸・メタノール等を資化するア
ルファプロテオバクテリアであり、植物地上部に生息する細菌群集の中で大きな割合を占めるが、その
植物環境適応に重要な因子は不明である。南智之氏は、そのような因子の解明を目的とし、
Methylobacterium 属内多様性に基づくゲノム比較、および野外環境の植物体のメタゲノム解析を通じ
た、炭素源・窒素源の代謝的特徴を探る研究を行った。最初に、本属中における植物分離株の系統的位
置を調べ、大きく 3つのグループに分かれることを見出した。うち、グループ Iはダイズ生息細菌中で
大きな割合を占める Methylobacterium属細菌であり、その一つである AMS5株のゲノム全塩基配列の決
定に成功した。グループ Iに属する各株のゲノム比較により、メチルアミン代謝に関与するユニークな
NMG 経路、尿素分解に関与するウレアカルボキシラーゼ、植物への吸着に関与する Curli 線毛等の興味
深い遺伝子の存在を明らかにした。これらの遺伝子の存在は、イネ等の非マメ科植物とは異なり、ダイ
ズ独自に存在する炭素化合物・窒素化合物の利用に有利であると考えられる。さらに、圃場で栽培した
ダイズのメタゲノムにおいても、同地点で栽培したイネのメタゲノムにおけるよりも、それらの遺伝子
が高い頻度で存在することを明らかにした。逆に、Methylobacterium 属のグループ II およびグループ
III のゲノムの特異的に存在する遺伝子は、ダイズよりイネのメタゲノム中に高い頻度で存在すること
も突き止めた。以上の成果は、主要な植物生息微生物である Methylobacterium 属細菌が、その属内で
の違いに応じて、異なる植物に適応して定着していること、およびその適応機構の重要部分を明らかに
したものであり、これは植物微生物相互作用研究の分野の進歩に大きく貢献すると評価できる。この成
果は、南智之氏が、最新のゲノム解析技術を取り入れつつ、難易度の高い植物からの微生物分離と培養
操作、膨大なゲノムデータの比較解析とその結果に対する洞察、圃場実験を適切に実施して初めて得ら
れたものであり、彼が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示してい
る。したがって，南智之氏提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
